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“Sao futeis e cheias de erros as ciéncias que nao
nasceram da experimentacdo, mae de todo
conhecimento.”

Leonardo da Vinci

“Nao sei o que possa parecer aos olhos do mundo,
mas aos meus pareg¢o apenas ter sido como um
menino brincando a beira-mar, divertindo-me com
o fato de encontrar de vez em quando um seixo
mais liso ou uma concha mais bonita que o normal,
enquanto o grande oceano da verdade permanece
completamente por descobrir a minha frente.”

Isaac Newton

"Toda a nossa ciéncia, comparada com a
realidade, é primitiva e infantil e, no entanto, é a
coisa mais preciosa que temos."

Albert Einstein

"... somos, enquanto seres vivos, 0 associar de
moléculas, o passear de ions, a troca de energia."

Luiz Carlos Bruschi



RESUMO

Enzimas degradadoras de cuticula produzidas por fungos entomopatogénicos
desempenham papel importante durante o parasitismo. O isolado brasileiro de
Beauveria bassiana (CG425), o qual se mostrou virulento a broca-do-café
(Hypothenemus hampei), foi analisado quanto a producdo de proteases
degradadoras de cuticula do tipo subtilisina (Pr1) e tipo tripsina (Pr2) na presencga de
cuticula da broca. O fungo foi cultivado em meio de sais (MM) ou meio contendo
cuticula da broca em condicbes ndo tamponadas e tamponadas. Em meio nao
tamponado suplementado com cuticula de H. hampei, o pH das culturas diminuiu e
as atividades Pr1 e Pr2 foram detectadas em maior quantidade somente em valores
de pH acima de 5,5. Nas culturas tamponadas as atividades Pr1 e Pr2 foram
maiores em meio contendo cuticula da broca, quando comparadas com as
atividades em meio de sais contendo nitrato como fonte exclusiva de nitrogénio. As
atividades tanto de Pr1 quanto Pr2 foram detectadas em maior quantidade no
sobrenadante de cultivo. Os resultados sugerem que proteases do tipo-Pr1 e do tipo-
Pr2 produzidas pela linhagem CG425 de B. bassiana sado induzidas por
componentes especificos da cuticula da broca, e que o pH de cultivo é determinante
na expressao dessas enzimas degradadoras de cuticula. Os resultados também
evidenciam a ocorréncia de um mecanismo eficiente de secrecao de proteinas por
esse fungo.

Palavras-chaves: protease tipo-subtilisina, protease tipo-tripsina, Hypothenemus
hampei, controle biolégico



ABSTRACT

A Brazilian isolate of Beauveria bassiana (CG425) that shows high virulence against
the coffee berry borer (CBB) was examined for the production of cuticle-degrading
proteases, subtilisin-like (Pr1) and trypsin-like (Pr2). Fungal growth was either in
nitrate-medium or in CBB cuticle-containing medium under both buffered and
unbuffered conditions. In unbuffered medium supplemented with cuticle, the pH of
cultures dropped and Pr1 and Pr2 activities were detected in high amounts only at a
pH of 5.5 or higher. In buffered cultures, Pr1 and Pr2 activities were higher in medium
supplemented with cuticle compared to activities with nitrate-medium. The Pr1 and
Pr2 activities detected were mostly in the culture supernatant. Our data suggest that
Pr1 and Pr2 proteases produced by strain CG425 are induced by specific
components of CBB cuticle, and that the culture pH is a determinant in the
expression of these proteases. Our data also support the occurrence of an efficient
mechanism of protein secretion in this fungus. The results obtained in this study
extend our knowledge about protease production in B. bassiana CG425, opening
new avenues for studying the role of secreted proteases in virulence against the
coffee berry borer during the infection process.

Keywords: subtilisin-like protease, trypsin-like protease, Hypothenemus hampei,
biological control
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1 INTRODUCAO

A broca-do-café (Hypothenemus hampei) € considerada uma das
principais pragas do cafeeiro, ocorrendo na maioria dos paises produtores. Seu
controle da broca baseia-se no uso de inseticidas, cujo uso em larga escala tem
causado danos a saude humana e ao ambiente, além de selecionar insetos
resistentes (BRUN et al., 1989).

Como alternativa ao controle quimico, tem-se o emprego de agentes
microbianos de controle, incluindo fungos entomopatogénicos, sendo Beauveria
bassiana uma das espécies mais promissoras para o controle da broca-do-café (LA
ROSA et al., 1997).

Hirose (2000) analisou diversos isolados de B. bassiana quanto a
viruléncia a broca-do-café. Esse autor observou grande variagéo na viruléncia entre
os 61 isolados analisados, sendo que o isolado CG425 foi o mais promissor,
apresentando maior taxa de mortalidade total, mortalidade confirmada (porcentagem
dos insetos mortos nos quais ocorreu conidiogénese) e taxa de conidiogénese em
relacdo aos demais isolados testados. Posteriormente, Oliveira et al. (2003)
demonstraram que o isolado CG425 apresenta compatibilidade com os inseticidas
alfacipermetrina e tiametoxam podendo ser utilizado em associagdo com estes
inseticidas em programas de manejo integrado de pragas (MIP).

Os fungos entomopatogénicos apresentam diversos fatores de
viruléncia incluindo a produgcdo de proteases degradadoras de cuticula,
particularmente proteases tipo-subtilisina (Pr1) e tipo-tripsina (Pr2) (St. LEGER,

1995). 2
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Quanto a produgédo de proteases degradadoras de cuticula por B.
bassiana, Bidochka & Khachatourians (1988b) descreveram que a sintese de Pr1 é
controlada por um circuito multiplo, sendo reprimida por determinadas fontes de
carbono e nitrogénio. Gupta et al. (1992) verificaram que em presenga de substrato
cuticular a producao de proteases tipo-Pr1 e tipo-Pr2 foi superior comparada a
producido em substratos nao cuticulares.

Até o momento ndo existe relato da produgdo de enzimas

degradadoras de cuticula por B. bassiana na presencga de cuticula de H. hampei.

1.1 OBJETIVOS

- Analisar a producao de proteases tipo-Pr1 e tipo-Pr2 pelo isolado
CG425 de B. bassiana na presenga e auséncia de substrato cuticular (cuticula de H.
hampei).

- Determinar a influéncia do pH do meio de cultivo sobre a atividade

de proteases tipo-Pr1 e tipo-Pr2.



15

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A BROCA-DO-CAFE HYPOTHENEMUS HAMPEI

H. hampei (Ferrari, 1857) (Coleoptera: Scolytidae) conhecida como
broca-do-café é considerada uma das principais pragas da cultura, ocorrendo na
maioria dos paises produtores, e sendo considerada uma das pragas de maior
dificuldade de manejo na atualidade (DAMON, 2000). Sua presenga acarreta perdas
de 10 a 80 % na produgao, somando um prejuizo de 500 milhdes de ddlares por ano
(BAKER, 1999).

As lesbes causadas pela broca no fruto representam uma porta de
entrada para infecgdes secundarias causadas por fungos e bactérias. Existem
relatos de que a propria broca pode carregar alguns desses microrganismos atuando
como transmissor desses agentes (DAMON, 2000).

Como resultado da infeccdo pela broca ha uma sensivel perda de
peso do grao, além do aspecto e sabor prejudicados. Em casos de grande
contaminacgao, a perda de peso pode ser superior a 20%, ou seja, mais de 12 quilos
por saca de 60 quilos. O grao brocado também é inferiorizado na classificacdo do
tipo do café, que é determinado pelo numero de defeitos existentes em amostras. A
cada cinco graos perfurados pela broca, é atribuido um defeito. Outro problema que
provoca a reducdo de produtividade € a queda dos frutos contaminados
(COFFEEBREAK, 2004). A ocorréncia da broca foi registrada pela primeira vez em
1901 na Africa (LE PELLEY, 1968). Foi introduzida no Estado de Sdo Paulo na
década de 20, de onde se difundiu para outros estados brasileiros (COFFEEBREAK,

2004).



16

O segmento agroindustrial do café foi responsavel por 5% do total
das receitas de exportacdes brasileiras em 1998, somando US$ 2,6 bilhdes de
divisas com exportacdo. Apesar desse resultado favoravel, a participacdo do Brasil
no mercado internacional do café tem sido decrescente. Na década de 60 o Brasil
deteve 40% do total da produ¢do mundial de café, ao passo que nos anos 90 sua
participacéo estava ao redor de 20% (FARINA & SAES, 1999).

Em fungado da queda dos precos na ultima década, vem-se buscando
a redugado dos custos de produgao através de plantio adensado. Essa pratica, no
entanto, tem facilitado e amplificado o ataque por H. hampei (HIROSE, 2000).

O controle da broca é dificil pois a maior parte do seu ciclo de vida
ocorre dentro do fruto. O ciclo envolve o depdsito de ovos no interior do fruto, e apés
a maturacao dos insetos, as fémeas inseminadas pelos seus irmaos emergem para
depositar seus ovos em outros frutos. As fémeas depositam, em um s6 grao de café,
de 31 a 119 ovos. Os estagios de maturagéo sao: ovo (4 dias), larva (15 dias) e pupa
(7 dias). O ciclo completo leva de 28 a 34 dias, sendo que o macho pode viver de 20
a 87 dias e a fémeas uma média de 137 dias. Somente as fémeas possuem asas, no
entanto as brocas ndo sado capazes de voar a grandes distancias, mas segundo
Decazy (1989) uma pequena parte da populagéo viaja grandes distancias a procura
de novos frutos, geralmente auxiliadas por correntes de ar. A disseminagao da broca
ocorre pelo proprio véo do inseto, transporte passivo (animais, veiculos, pessoas,
vento, etc) e pela comercializagao de café. No Equador observou-se de 30 a 60 km
de disseminacgao anual (SPONAGEL, 1994).

Vaérias técnicas tém sido descritas para o controle da broca, sendo
gue a mais comum € o uso de defensivos quimicos, mas seu uso em larga escala

tem causado diversos problemas, incluindo a selegcédo de insetos resistentes (BRUN
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et al., 1989). Brun et al. (1995) verificaram que uma mutacdo no gene Rdl que
codifica um receptor do acido y-aminobutirico confere a resisténcia de H. hampei ao
inseticida. Em poucas geragdes essa mutagdao pode ser difundida por toda a
populacao devido a ocorréncia de haplodiploidia funcional nessa espécie.

Além do controle quimico destacam-se técnicas de manejo (coleta de
todos os grdos apds a safra e erradicacdo de espécies vegetais que podem ser
hospedeiros alternativos da broca) e uso de inimigos naturais da broca como insetos

e microrganismos (DAMON, 2000).

2.2 O CONTROLE BIOLOGICO POR FUNGOS FILAMENTOSOS ENTOMOPATOGENICOS

Para o controle de pragas da agricultura, uma das alternativas ao
controle quimico baseia-se no emprego de biopesticidas a base de microrganismos
entomopatogénicos. Esse processo, conhecido como controle biolégico, visa manter
as populacdées em equilibrio no ambiente, limitando a rapida multiplicacdo das
pragas sem causar danos a outros organismos do ecossistema (FARGUES &
REMAUDIERE, 1977). Devido ao ciclo de vida criptico da broca-do-café, agentes
bioldgicos de controle podem ser mais eficientes do que o controle quimico.

Os fungos séo potencialmente os entomopatégenos mais versateis,
pois diferem da maioria dos outros patégenos, os quais precisam ser ingeridos para
iniciar a doenga. Os fungos entomopatogénicos usualmente invadem o inseto por
penetracado da cuticula externa (GOETTEL et al., 1995) e sao capazes de infectar
artrépodes de varios ambientes e em diferentes idades e estagios (McCOY &

MILANI-TIGANO, 1996). Cerca de 80% das doencas em insetos s&o originadas por
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fungos filamentosos, os quais se distribuem em cerca de 90 géneros e mais de 700
espécies. Segundo Alves (1998) a grande variabilidade genética desse grupo
possibilita a selecdo de linhagens mais eficientes para pragas especificas, podendo
atuar de forma seletiva preservando populagdes de insetos nido alvo. Além disso,
esses microrganismos apresentam alto potencial de disseminagdo pelo ambiente.
Em geral, o bioinseticida é capaz de permanecer no ambiente e continuar a causar
mortalidade nos insetos em geragdes subsequentes, diminuindo oviposicédo, a
viabilidade de ovos e aumentando a sensibilidade da populagdo a outros agentes
biolégicos e quimicos. Por esses motivos esses microrganismos vém sendo
utilizados no biocontrole de pragas, bem como de doengas de plantas.

No entanto, existem algumas particularidades no emprego de fungos
como agentes de controle microbiano: agéo lenta em matar o inseto; cuidados no
armazenamento visando a manutencao da viabilidade e viruléncia e a necessidade
de condigdes ambientais favoraveis para seu emprego (temperatura, umidade,
luminosidade e radiagdo). Além disso, o investimento na pesquisa de
microrganismos controladores de pragas € menor quando comparado com os gastos
o de inseticidas quimicos (WHIPPS & LUMSDEN, 1989). O gasto anual com agentes
de biocontrole é cerca de 1% do total gasto com defensivos agricolas, talvez devido
ao fato de que os agentes de biocontrole possuem uma estreita distribuicdo de
hospedeiros e algumas vezes apresentam controle insatisfatorio.
Consequentemente, mais atengdo tem sido dada a agentes de biocontrole com
amplo espectro de hospedeiros e para tecnologias que melhorem a produgéo,
formulacgao e aplicacdo desses agentes (BUTT et al., 1999).

Assim como para outros inimigos naturais dos insetos, trés

estratégias de controle biolégico podem ser adotadas empregando fungos



19

entomopatogénicos: Controle Biologico Classico (CBC), Controle Aumentativo e
Controle Conservativo. O CBC compreende o uso de inimigos naturais contra
hospedeiros exoticos que se tornaram pragas em uma area com auséncia de
controladores nativos. Em geral, o CBC representa um controle econémico e
sustentavel da praga por longos periodos (SHAH & PELL, 2003).

O controle aumentativo consiste no aumento das populagdes de
inimigos naturais quando estes estdo presentes nas populagdes nativas da praga
em pequeno numero ou agem de maneira lenta, ndo conseguindo evitar perdas na
safra. Duas sdo as estratégias utilizadas para esse aumento: a inoculacdo e a
inundacéo. Na inoculagéo o fungo é aplicado no inicio da colheita, geralmente em
pequenas quantidades, visando sua permanéncia por varias geragdes na populagao
da praga (estabelecendo a epizootia). Na inundagao o fungo é aplicado em grandes
quantidades objetivando o controle a curto prazo. Assim, o fungo € utilizado de
maneira similar a um inseticida quimico. Os termos micopesticida e micoinseticida
tém sido usados para descrever essa abordagem (SHAH & PELL, 2003).

A estratégia conservativa envolve praticas de manejo que promovam
e conservem a atividade de inimigos naturais de pragas. Dentre essas praticas estao
a reducdo do uso de pesticidas, a identificacdo de hospedeiros alternativos para o
periodo entre safras. Além disso, podem ser desenvolvidos “limites de atividade”,
que determinem a relagdo minima entre o tamanho da populagédo da praga e a do
agente controlador, sendo este capaz de promover o controle da praga sem o0 uso
de inseticidas (SHAH & PELL, 2003).

A movimentagcdo mundial no mercado de inimigos naturais foi
estimada em 25 milhdes de ddlares em 1997 e cerca de 50 milhdes de ddlares em

2000, com crescimento anual de 15% a 20% em anos subsequentes. Atualmente,
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mais de 75% da atividade comercial de biocontrole aumentativo concentra-se no
Norte da Europa e na América Latina. Mercados emergentes encontram-se na
América Latina, Africa do Sul, mediterraneo europeu, e Asia (Japdo e Coréia).
Atualmente mais de 100 espécies de inimigos naturais estdo sendo produzidas por
85 produtores comerciais, sendo: 25 na Europa, 20 na América do Norte, 15 na
América Latina, 6 na Australia e Nova Zelandia e 4 na Africa do Sul. Na América
Latina, além dos produtores comerciais, existem muitas instalagbes governamentais
produtoras de inimigos naturais de pragas (Tabela 1) (VAN LENTEREN & BUENO,
2003).

Apesar de o Brasil ndo se destacar na comercializagao de inimigos
naturais, particularmente de parasitdides e predadores, apresenta tradicdo e
potencial na area de patégenos, ja que desde a década de 70 comercializa M.
anisopliae para o controle de cigarrinhas da cana-de-agucar e de pastagens,
Baculovirus anticarsia para o controle da lagarta-da-soja, Anticarsia gammatalis e B.
bassiana para o controle do moleque-da-bananeira (PARRA, 2004). Além disso, a
ocorréncia da maioria dos géneros de fungos entomopatogéncos ja foi relatada no
Brasil, sendo que mais de 20 incidem sobre pragas de importancia econdmica

(ALVES, 1998).
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Tabela 1. Situacdo atual do controle bioldgico na América Latina (VAN LENTEREN &
BUENO, 2003).

. L Controle Aumentativo
Pais Principais pragas L.
classico  (hectares)

_ Cigarrinhas da cana-de-aclcar e de pastagens,
Brasil _ _ + +(1.320.000)
lagarta-da-scja e moleque-da-bananeira

Argentina Broca da cana-de-agucar + +-(<100)
Bolivia Broca da cana-de-aglcar +- +-(7?)
Chile Lagartas & moscas domésticas + +(50.000)
Colédmbia Pragas de algod&o, soja, sorgo e cana-de-acucar + +(800.000)
Costa Rica Pragas de algod3o e cana-de-agucar + +(milhares)
Cuba Broca da cana-de-agucar e lepidopteros + +(700.00)
Equador Broca do café e da cana-de-acucar + +?)
Guatemala Pragas do algodao +/- +(20.000)
Honduras Pragas da cana-de-aglcar + +-(7)

o Pragas do milho, soja, cana-de-acucar, citrus e
México + +(1.500.000)
oufras culturas

Nicaragua Pragas do milho, algodao e soja + +-(7)
Panama Broca da cana-de-agucar + +(4.500)
Paraguai Lagarta da soja ? +(100.000)
FPeru Pragas da cana-de-acucar, arroz, citrus e milho + +(=1.300)
Uruguai Broca da cana-de-aglcar + +-(=100)
Venezuela Broca da cana-de-aclcar, pragas de milho e sorgo + +(=16.000)
Numero de paises com biocontrole classico e aumentativo 16 17

+ Aplicado no campo; +- Aplicacdo experimental ou numa area peguena

Os principais fungos entomopatogénicos pertencem aos géneros
Metarhizium, Beauveria, Verticilium, Nomuraea, Hirsutella, Aschersonia,
Paecilomyces e Enthomophthora (AZEVEDO, 1998; FARIA & MAGALHAES, 2001),
sendo que o género Metarhizium compreende o grupo mais bem estudado,

particularmente a espécie M. anisopliae var. anisopliae.
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O género Beauveria pertence a divisdo Deuteromycota, classe
Hyphomycetes, ordem Moniliales, familia Moniliaceae. Nao apresenta ciclo sexual
conhecido, reproduzindo-se por simples divisdo mitdtica de estruturas diferenciadas,
os conidioforos, que originam conidios (DALZOTO, 2004). Esse género parasita um
grande numero de artropodes, ocorrendo em mais de 200 espécies de insetos e

acaros, incluindo carrapatos (ALVES, 1998).

2.2.1 Beauveria bassiana

A espécie Beauveria bassiana foi primeiramente descrita por Bassi,
em 1835, como causadora da “moscardina”’, uma doenga que atingia o bicho-da-
seda. Em 1838 Giuseppe Balsamo Crivelli denominou-a como Botrytis bassiana,
recebendo posteriormente varias outras denominagdes, como Sporotrichum densum,
Beauveria densa, Sporotrichum globuliferum, Beauveria globulifera e Beauveria
bassiana (AINSWORTH, 1973). O género Beauveria, propriamente dito, foi descrito
em 1912 por Vuillemin e, a partir de caracteres morfolégicos e bioquimicos, seis
espécies foram identificadas: B. alba, B. amorpha, B. bassiana, B. brongniartii, B.
velata e B. vermiconia (MUGNAI et al., 1989).

A espécie B. bassiana é de distribuicdo cosmopolita e pode ser
encontrada infectando insetos e em amostras de solo. Ha uma série de relatos que
demonstram a eficiéncia dessa espécie contra insetos-pragas, bem como insetos
vetores de doencas.

Luz et al. (1998) analisaram a patogenicidade de varias linhagens de

B. bassiana a ninfas no 3° instar de Triatoma infestans (Hemiptera), inseto vetor da
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Doenca de Chagas, e verificaram que T. infestans é susceptivel a infecgdes fungicas
em uma umidade relativa proxima a saturacao.

Bajan et al. (1979) testaram 36 linhagens de B. bassiana contra
larvas da mariposa Galleria mellonella, sendo que todas as linhagens analisadas
mostraram-se patogénicas.

Brownbridge et al. (2001) relataram que a linhagem GHA de B.
bassiana mostrou-se infectiva a Bemisia argentifolii, a mosca branca, mesmo apés
sucessivas passagens in vitro, sugerindo que os fatores genéticos que controlam a
patogenicidade sao estaveis, favorecendo a utilizagdo em campo.

O potencial de B. bassiana para o controle de gafanhotos ja é
conhecido desde 1936. Nessa época foi relatado que um grande enxame do
gafanhoto Nomadacris semptemfasciata (Seville) foi dizimado pelo fungo na Africa
do Sul (JEFFS et al., 1997).

Inglis et al. (1996) testaram a eficacia de quatro isolados de B.
bassiana contra ninfas de Melanopus sanguinipes, importante praga na América do
Norte. Os autores demonstraram que indculo de conidios formulados em 6leo foram
mais eficazes do que formulagdbes em agua. Posteriormente verificou-se a
suscetibilidade da oviposi¢ao pelas fémeas do gafanhoto a presenga de B. bassiana
no solo (INGLIS et al., 1998).

Estudos em campo demonstraram a viruléncia de B. bassiana contra
30 espécies de gafanhotos, bem como a eficacia do composto diflubenzuron, cujo
ingrediente ativo € um inibidor da sintese de quitina (DELGADO et al.,1999). A
aplicagcao de conidios em associagao a este produto formulado resultou em maior
mortalidade de gafanhotos, mostrando que o diflubenzuron facilita a infecgao por

entomopatdgenos.
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No Brasil, Rhammatocerus schistocercoides € uma das espécies de
gafanhoto mais danosas a agricultura, atacando plantagbes e pastagens nativas no
estado do Mato Grosso. A linhagem CG425 de B. bassiana foi testada quanto a
viruléncia a R. schistocercoides e mostrou alta infectividade e capacidade de
esporular internamente no hospedeiro em umidades relativas de 53% e 75%,
respectivamente (MAGALHAES et al., 2000).

Varios formulados a base de B. bassiana vém sendo utilizados em
escala comercial em alguns paises, representando a maioria dos formulados
registrados a base de fungos no mercado americano (De NARDO & CAPALBO,
1998). A Tabela 2 mostra os formulados a base de B. bassiana em comercializagao.

Segundo Murphy & Moore (1990), B. bassiana foi observada em
muitos paises atacando a broca-do-café, sendo que na Colébmbia esse fungo é
considerado o mais importante agente de controle bioldgico desta praga (VARELA &
MORALES, 1996). Nesse pais, a AgrEvo comercializa a formulagao “Conidia WG”
de B. bassiana para controle da broca, onde vem sendo tratada uma area de 10.000
ha (ALVES, 1998). Diversos autores vém demonstrando o potencial de B. bassiana
como agente microbiano de controle bem como sua capacidade infectiva (JIMENEZ-
GOMEZ, 1992; GONZALES-GARCIA et al. 1993; BUSTILLO,1995; La ROSA et al.,

1997).
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Tabela 2. Formulados de conidios de B. bassiana em comercializacdo (BUTT et al.,
2001, modificadao).

Produto Alvo Produtor
) broca-do-cafe, ortézia, _ .
Boveril acaros de citricos e Itaforte Bioprodutos, Brasil
pragas do morango
Boverin Besouro do Colorado Antiga URSS
Boverol e Boverosil Besouro do Colorado Antiga Tchecoslovaquia
ComGuard Broca-do-milho europeu Mycotech, EUA
o ] Live Systems Technology,
Conidia Broca-do-café o
Colémbia
Engerlingspilz Besouros Andermatt, Suica
Mycotrol GH Gafanhotos Mycotech, EUA
Mycotrol WP & )
) Mosca-branca, afideos Mycotech, EUA
BotaniGard
MNaturalis-L Pragas do algodoeiro Troy Biosciences, EUA
Ostrinil Broca-do-milho MNatural Plant Protection, Franca
Proecol Lagarta Probiagro, Venezuela

Lecuona et al. (1986) observaram elevados indices de mortalidade
(acima de 60%) de adultos de H. hampei infectados com B. bassiana. Varela &
Morales (1996) analisaram seis isolados de B. bassiana contra a broca sendo que
todos apresentaram alta eficiéncia em bioensaio.

No Brasil, B. bassiana ocorre enzooticamente em diversas regides
(FARIA & MAGALHAES, 2001). Robbs & Bittencourt (1998) descreveram um alto
indice de ataque (até 100%) de B. bassiana a adultos da broca-do-café na zona de
cafeicultura capixaba.

Através de bioensaio, Hirose (2000) avaliou a viruléncia de 61
isolados de B. bassiana, originarios de diversos hospedeiros e regides geograficas,

para a broca-do-café. Segundo esse autor, foi observada grande variagdo na
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viruléncia dos isolados testados, sendo que 11 isolados apresentaram mortalidade
confirmada (porcentagem dos insetos mortos nos quais ocorreu conidiogénese)
acima de 60%. Neste estudo, o isolado CG425 apresentou maior taxa de
mortalidade total, mortalidade confirmada e conidiogénese, em relagao aos demais
isolados testados.

Segundo Alves (1998) a infeccdo por B. bassiana ocorre
normalmente via tegumento, onde o fungo germina em 12 a 18 horas, dependendo
da presenca de nutrientes (fontes de carbono e nitrogénio). A penetragéo
tegumentar (Figura 1) ocorre devido a uma agao mecanica (pressao da hifa que
rompe areas membranosas ou esclerotisadas) e enzimatica, resultante da produgao
de enzimas (proteases e quitinases) que facilitam a penetragdo. Decorridas 72 horas
da inoculacdo, o inseto apresenta-se totalmente colonizado. Sobre o inseto morto
ocorre formacgédo de grande quantidade de conidiéforos e conidios, e dentro dele,
formam-se estruturas fungicas e produgéo de toxinas na forma de cristais. Além da
presenca das toxinas, a morte do hospedeiro ocorre devido a alteragdes patoldgicas
na hemocele, agao histolitica, bloqueio mecanico do aparelho digestoério e outros
danos fisicos devido ao crescimento vegetativo do fungo. Um processo de infecgéo

semelhante foi descrito para M. anisopliae var anisopliae (St. LEGER et al., 1991a).
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Figura 1. Estrutura da cuticula de inseto e modo de penetracéao pelo fungo, reproduzido

a partir de Clarkson & Charnley (1996).

2.3 INFECCAO E FATORES DE VIRULENCIA

Varios fatores de viruléncia estdo envolvidos na colonizacdo de
insetos por fungos entomopatogénicos. Segundo Lecuona et al. (1991) a adesao dos
conidios a cuticula do inseto € o primeiro passo no estabelecimento da infeccio.
Outro determinante de patogenicidade é a capacidade de germinagao dos conidios.
Heale et al. (1989) observaram que o isolado mais patogénico de Verticillium lecanii
para afidios (Macrosiphoniella sanborni) apresentou taxa de germinagao
relativamente alta comparada a dos isolados de viruléncia moderada.

Apds a germinagao, os conidios diferenciam-se numa estrutura de

infeccdo denominada apressoério, que representa uma adaptacdo por concentrar
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energia fisica e quimica em uma area muito pequena, promovendo penetracao
eficiente. St. Leger et al. (1991b) verificaram que a formagdo do apressoério é

influenciada pela topografia da cuticula e estudos bioquimicos revelaram o

2+

envolvimento de mensageiros intracelulares secundarios (Ca e cAMP) na formagéao
dessa estrutura.

Toxinas produzidas por alguns fungos entomopatogénicos tém papel
importante na morte do inseto, principalmente se o fungo for capaz de mata-lo mais
rapidamente (CLARKSON & CHARNLEY, 1996). B. bassiana e M. anisopliae
produzem quantidades significativas de toxinas em seus hospedeiros. Beauvericina,
beauverolides, bassianolide e isarolides sdo exemplo de toxinas isoladas de insetos
infectados por B. bassiana (ELSWORTH, 1977). Destruxinas (DTXs) e
citochalasinas provém de hospedeiros infectados com M. anisopliae. Dentre os
diversos compostos toxicos isolados de insetos infectados, somente as DTXs tém
papel definido na infeccdo. De acordo com Clarkson & Charnley (1996) as DTXs

provocam efeitos diversos em varios tecidos de insetos. Em lepddpteros essas

2+
toxinas despolarizam a membrana muscular através de ativagdo de canais de Ca

Em baixas concentracbes a agao pode ser reversivel, dependo da capacidade de
destoxificacdo do hospedeiro, o que reflete a susceptibilidade de uma dada espécie

de inseto as destruxinas.
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2.3.1 Enzimas degradadoras de cuticula produzidas por fungos

entomopatogénicos

Enzimas degradadoras de cuticula sao os fatores de viruléncia mais
bem estudados em fungos entomopatogénicos. A cuticula do inseto € composta pela
epicuticula e pela procuticula (Figura 1). A epicuticula € uma fina camada de
proteinas recobertas de lipidios e esterdis. A procuticula € uma camada espessa
composta por uma matriz de microfibrilas de quitina (polimero de N-acetil-
glicosamina) circundadas por proteina, sendo que essa composi¢ao € que confere
rigidez ao exoesqueleto do inseto. Esse tegumento constitui uma barreira fisico-
quimica altamente eficiente contra a penetragdo de muitos agentes
entomopatogénicos. Observagdes ultraestruturais sugerem que a degradagao
enzimatica de componentes da cuticula € um importante meio de penetragao
(ZACHARUK, 1970; MURRIN & NOLAN, 1987), além de servir como fonte de
nutrientes aos patégenos.

Durante a penetragdo através do tegumento, o patdégeno esta
exposto a diferentes condigbes ambientais. Segundo St. Leger (1993), o fungo
responde a essas mudangas ambientais iniciando processos bioquimicos
adaptativos e diferenciagdes em estruturas morfoldgicas especificas. Por exemplo,
os tubos germinativos desenvolvem-se em apressorio na superficie da cuticula; ja na
epicuticula ocorre a formacédo de projegdes de infeccdo; na procuticula ocorre
formagao de hifas e, por fim, de blastosporos na hemocele.

As proteinas sdo componentes estruturais predominantes da cuticula
de insetos (60%) e as proteases liberadas durante as primeiras fases de invasdo do

entomopatdégeno estdo envolvidas na penetracdo da cuticula e constituem um
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importante fator de viruléncia (St. LEGER et al., 1988). A quitina, que compreende
30% da cuticula, é envolvida por subunidades de proteinas; desta maneira o pré-
tratamento da cuticula com proteases aumenta consideravelmente a atividade
subsequente de quitinases (SAMSINAKOVA et al., 1971; St. LEGER et al., 1986).

St. Leger et al. (1987a) caracterizaram duas proteases alcalinas a
partir do sobrenadante de cultivo de M. anisopliae var. anisopliae, uma com atividade
tipo-subtilisina, designada Pr1 e a outra com atividade tipo-tripsina, designada Pr2.
Através do emprego de inibidores enzimaticos demonstrou-se que ambas possuem
residuos de serina e histidina no sitio ativo. Segundo esses autores, no entanto, Pr1
apresentou alta atividade sobre cuticula de gafanhoto e elastina, enquanto que a Pr2
hidrolisou caseina e substratos sintéticos contendo arginina ou lisina, mas nao
apresentou atividade sobre cuticula ou elastina.

O papel de Pr1 na degradacéo de proteinas cuticulares foi descrito
por St. Leger et al. (1988). Estes autores verificaram que durante a infecgdo de
Manduca sexta por M. anisopliae var. anisopliae, a presenca de inibidor de Pr1 ou
anticorpos IgG (especifico para Pr1) reduziu a taxa de mortalidade do inseto.
Observou-se também que néo ocorreu penetragdo do fungo através da cuticula,
embora tenha ocorrido germinagao e formacdo de apressérios na superficie
cuticular. O papel de Pr1 na degradacao localizada de proteinas cuticulares foi
corroborado pelo fato de que esta enzima foi a principal protease produzida por
estruturas infectivas (apressorio e tubos germinativos) durante a infecgao (St.
LEGER et al., 1989).

Com relagédo ao papel de Pr2 no parasitismo, Paterson et al. (1994)
relataram que esta enzima estaria envolvida na ativagdo ou indugao de Pr1 em M.

anisopliae. Essa hipdtese é reforcada pelo fato de que, em cultivo, a produgéo de
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Pr2 ocorre anteriormente a de Pr1 na presencga de cuticula de Schistocerca gregaria
(GILLESPIE et al., 1998). Segundo St. Leger et al. (1996) Pr2 foi secretada por
estruturas de infecgao (apressorio) na superficie da cuticula de M. sexta e pela hifa
penetrante, sugerindo que esta enzima deve ter um papel complementar ao de Pr1
na degradacéao de proteinas cuticulares.

PINTO et al. (2002) analisaram a produgdo de Pr1 e Pr2
extracelulares a partir de sete isolados de M. anisopliae var. acridum apos
crescimento em meio contendo cuticula do gafanhoto R. schistocercoides e em
substratos ndo cuticulares. Esses autores observaram a ocorréncia de variabilidade
natural entre os isolados quanto a producao das proteases analisadas, sendo que o
substrato influenciou sua expressdo. Os maiores valores de atividade enzimatica
foram observados em meio contendo cuticula, sendo que Pr1 foi produzida em maior
quantidade quando comparada a Pr2. Esses dados permitem sugerir que Pr1
desempenha papel importante na degradagcdo de proteinas cuticulares, sendo
provavelmente um determinante de patogenicidade, semelhante ao observado para
M. anisopliae var. anisopliae.

St. Leger et al. (1987b) também observaram a presenca de Pr1 e Pr2
em sobrenadantes de cultivo de B. bassiana, Verticillium lecanii, Nomuraea rileyi e
Aschersonia aleyrodis. Segundo os autores, as enzimas do tipo-Pr1 produzidas
pelos fungos apresentaram similaridade quanto a especificidade pelo substrato,
porém, anticorpos contra protease de M. anisopliae var. anisopliae (ME1) reagiram
somente com proteases produzidas por isolados de mesma espécie, ndo ocorrendo
reacdo com as proteases produzidas pelas demais espécies. Resultados
semelhantes foram obtidos por Shimizu et al. (1993). Esses autores verificaram que

proteases produzidas por isolados de B. bassiana e de B. brongniartii foram
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imunologicamente idénticas, enquanto que proteases de B. bassiana diferiram
imunologicamente daquelas produzidas por M. anisopliae e Paecilomyces
fumosoroseus, apesar de apresentarem alto grau de similaridade quanto a
especificidade pelo substrato.

GUPTA et al. (1994) demostraram a existéncia de correlagao entre os
niveis de enzimas degradadoras de cuticula (quitinases e proteases tipo-Pr1)
produzidas por diferentes linhagens de B. bassiana e a viruléncia para Gallera
mellonela e Trichoplusia ni. Os autores observaram que altos niveis destas enzimas
parecem estar relacionados ao menor tempo de mortalidade destes hospedeiros.

Recentemente, URTZ & RICE (2000) descreveram uma protease
extracelular de B. bassiana designada BBP (B. bassiana protease) do tipo serino-
protease com atividade quimotripsina. Segundo os autores, essa protease tem
atividade degradadora de cuticula semelhante a observada para proteases tipo-
subtilisina (Pr1), embora em cultivo liquido, na presenga de substrato cuticular, a
producao de BBP tenha ocorrido anteriormente a de Pr1.

Diversos trabalhos relatam a clonagem e sequenciamento de genes
que codificam proteases degradadoras de cuticula. St. Leger et al. (1992) isolaram e
caracterizaram o cDNA de Pr1 de M. anisopliae. A analise da sequéncia revelou que
a estrutura primaria da Pr1 € muito similar a serino-endopeptidases da subclasse
das subtilisinas e que os residuos de serina, histidina e aspartato do sitio ativo das
subtilisinas estao presentes. Joshi et al. (1997) utilizaram a técnica de RT-DD-PCR
para identificar genes diferentemente expressos por M. anisopliae na presenga de
cuticula. O gene que codifica para uma protease tipo-subtilisina obtido pelos autores
foi denominado prlB (para diferenciar do primeiro gene encontrado que passou a

ser denominado prlA). A andlise da seqiéncia de aminoacidos revelou que Pr1B
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apresenta similaridade de 54% com Pr1A e uma analise de cariétipo mostrou que os
genes prlA e prlB estdo em cromossomos distintos.

Joshi et al. (1995) clonaram um gene que codifica para Pr1 de B.
bassiana a partir de cDNA obtido de micélio cultivado na presenca de cuticula e
quitina. A sequéncia de cDNA revelou que Pr1 é sintetizada como um precursor que
contém um peptideo sinal, um propeptideo e a proteina madura, da mesma forma
que para Pr1A e PriB de M. anisopliae. Deste estudo concluiu-se que a Pr1
produzida por B. bassiana desempenha importante papel na degradagao de cuticula,
semelhante ao observado para M. anisopliae.

Freimoser et al. (2003) realizaram estudo de ESTs (expressed
sequence tags) de duas variedades de M. anisopliae (var. anisopliae e var. acridum).
As bibliotecas de cDNA foram geradas a partir de cultivo visando maximizar a
producado de enzimas degradadoras de cuticula. Nesse estudo foram encontradas
sequéncias ralacionadas a diversos fatores de viruléncia em ambas as variedades,
dentre as quais diversas subtilisinas (11 para M. anisopliae var. anisopliae e 3 para
M. anisopliae var. acridum), sendo que 7 destas subtilisinas ndo haviam sido
relatadas anteriormente (Pr1C, Pr1D, Pr1G, Pr1H, Pr1l, Pr1J, e Pr1G-K).

Bagga et al. (2004) analisaram a diversificagcdo evolutiva das
subtilisinas de M. anisopliae (var. acridum e var. anisopliae). Esse estudo agrupou as
subtilisinas em 4 “clusters”. subtilisinas de classe | (Pr1C), que é similar "as
bacterianas e 3 “clusters” de subtilisinas de classe Il (tipo-proteinase K): subfamilia 1
de subtilisinas extracelulares (Pr1A, Pr1B, Pr1G, Pr1l e Pri1K); subfamilia 2 de
subtilisinas extracelulares (Pr1D, Pr1E, Pr1F e Pr1J) e uma subtilisina endocelular
(Pr1H). Analises filogenéticas com outros géneros fungicos mostraram que a

subdivisdo de subtilisinas tipo-proteinase K em 3 subfamilias ocorreu antes da
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especiacao da maioria das linhagens, sendo que em M. anisopliae a diversificacdo
continuou através de eventos de duplicacdo génica apds a separagao das duas
variedades (var. acridum e var. anisopliae).

A regulacdo dos genes que codificam enzimas degradadoras de
cuticula & complexa, usualmente envolvendo uma combinacdo de inducdo pelo
substrato e repressdo por carbono e nitrogénio (St. LEGER, 1993). Clarkson &
Charnley, (1996) relataram que a adigdo de glicose ou alanina durante a germinagao
do conidio de M. anisopliae in vitro reprime a formagéo do apressério e a expressao
de protease tipo-Pr1, sugerindo a ocorréncia de regulagdo coordenada por
repressao catabdlica. O mesmo foi confirmado para Pr2, ocorrendo repressao
catabdlica na presencga de glicose ou aminoacidos (St. LEGER et al., 1987a e b;
PATERSON et al.,1993).

Screen et al. (1997) sequenciaram a regidao promotora de um gene
que codifica a protease tipo-Pr1 de M. anisopliae e verificaram a presencga de locais
de ligacédo de proteinas CREA. Essas proteinas foram primeiramente identificadas
em Aspergillus nidulans e séo repressoras catabdlicas de carbono. Através de
técnica de PCR esses autores identificaram o gene crr1, o qual codifica uma
proteina de ligagdo que apresenta alto grau de homologia com a proteina CREA de
Aspergillus.

Bidochka & Khachatourians (1987) purificaram e caracterizaram uma
serino-protease de B. bassiana produzida em meio contendo gelatina como fonte
unica de carbono e nitrogénio. O resultado de varias analises revelou tratar-se de
uma endopeptidase de 35 KDa com atividade 6tima em pH 8,5 e a temperatura de
37°C, sendo capaz de hidrolisar elastina, caseina e gelatina. Os autores verificaram

que essa protease teve sua sintese reprimida quando ao meio contendo gelatina foi
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adicionada também N-acetil-glicosamina (BIDOCHKA & KHACHATOURIANS,
1988a). Embora nao seja citado nos trabalhos desses autores, esta protease deve
corresponder a proteases tipo-Pr1 de M. anisopliae.

Os mesmos autores verificaram que B. bassiana sintetiza e secreta
proteases somente em presencga de proteina exdgena, sendo esta a principal fonte
de nitrogénio e carbono (BIDOCHKA & KHACHATOURIANS, 1988b). Segundo os
autores, além do substrato, o valor de pH do meio de cultivo influenciou a producéo,
estabilidade e atividade de proteases produzidas por este fungo. O crescimento de
B. bassiana foi diferenciado em diversos valores de pH (5,5 ou 8,5), embora na
presenca de substrato protéico tenha havido producdo de proteases em todas as
condicbes testadas. A atividade proteolitica em Azocoll foi maxima em pH 8,5 com
drastica diminuicdo em valores de pH abaixo de 7 e acima de 9. A atividade
enzimatica permaneceu estavel por 24 horas em pH na faixa de 5 a 12 e instavel em

valores de pH inferiores a 5.

2.4 ATIVIDADE ENZIMATICA INTRACELULAR/LIGADA A CELULA

Os estudos da producao de proteases por fungos entomopatogénicos
tém se concentrado em atividades extracelulares. S&do escassos os relatos de
atividade proteolitica intracelular. St. Leger et al. (1996) observaram
imunocitoquimicamente, através de anticorpos marcados com particulas de ouro,
duas isoformas de Pr2 em cortes finos de cuticula de Manduca sexta infectada por

M. anisopliae var. anisopliae. Ambas as isoformas foram secretadas por estruturas
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de infeccdo (apressorios) na superficie da cuticula e estavam localizadas
principalmente na parede celular do fungo, tendo pouca distribuigéo intracelular.
Tiago et al. (2002) compararam a atividade Pr1 e Pr2 nas fragdes
secretada e intracelular em M. anisopliae var. acridum na presencga e auséncia de
cuticula de Schistocerca pallens e verificaram que as enzimas sao eficientemente
secretadas pelo fungo, ocorrendo baixa ou nenhuma atividade intracelular/ligada a

célula.

2.5 INFLUENCIA DO PH EXTRACELULAR NA PRODUCAO ENZIMATICA

Mais recentemente, St. Leger et al. (1998) avaliaram a produgao de
Pr1 e Pr2 por M. anisopliae var. anisopliae em meio de sais (meio minimo) e meio
contendo substrato cuticular em fungao de diferentes valores de pH (3 a 8). Segundo
os autores a producdo dessas proteases foi observada nos dois meios testados,
exceto em cultivos cujo pH era 3. As maiores atividades proteoliticas ocorreram em
meio contendo cuticula, de forma dependente do pH do meio de cultivo. O maior
nivel de Pr2 foi detectado em valores de pH entre 6 e 8, sendo que seu 6timo foi em
pH 8. Da mesma forma, o maior nivel de expressao de Pr1 foi observado em valores
de pH préximos a sua atividade étima (pH 8). Os autores concluiram que o pH do
meio € o fator preponderante para a producéo de proteases, ja que o fungo testado
produz muitas categorias de proteases somente em valores de pH em que elas
atuam eficientemente. Segundo os autores, a observacéao in vitro da expressao de
Pr1 e Pr2, sugere que o pH fisiolégico no local de infecgdo seja alcalino, podendo

ser um sinal fisiolégico que dispara a produgéo desses fatores de viruléncia.
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St. LEGER et al. (1999) analisaram a capacidade de M. anisopliae
var. anisopliae em regular o pH do ambiente empregando linhagens mutantes com
alteragdo na produgao de acido oxalico. Os autores verificaram que a linhagem
selvagem eleva o pH do meio devido a produgdo de amébnia, havendo em seguida
producao de proteases tipo-subtilisina (Pr1), sendo estas detectadas somente em pH
alcalino. Em contraste, mutantes que apresentam uma producdo maior de acido
tiveram producao de proteases reduzida devido a acidificacdo do meio. Os autores
sugerem que a alcalinizagdo pela produgcdo de amoénia tem carater adaptativo,
facilitando a utilizacdo dos nutrientes proteinaceos, e que esta produgao representa
um fator de viruléncia que era até entdo desconsiderado.

Um sistema de regulagado da expressao génica pelo pH extracelular
em fungos foi primeiramente identificado em A. nidulans. Esse sistema consiste nos
produtos dos genes pacC e palA, B, C, F, H e |. pacC codifica um fator de
transcricdo “dedo de zinco” e os genes pal codificam fatores relacionados com a
transcricdo de “sensores” do pH ambiental (percepcéo do pH extracelular). Sistemas
homologos ao de A. nidulans também foram identificados em outros fungos como
Saccharomyces cerevisae, Penicillium chrysogenum, Yarrowia lipolytica e Candida
albicans (DENISON, 2000). Ainda ndo existem relatos em fungos
entomopatogénicos, mas pode se esperar a ocorréncia de um sistema similar de
regulagao.

Varios trabalhos citados nos itens anteriores ressaltam o papel das
proteases no processo de infecgdo de insetos e a importancia de se compreender a
regulacdo da producdo dessas enzimas. Portanto o estudo da regulagdo da
producdo dessas proteases pelo isolado CG425 de B. bassiana podera auxiliar no
entendimento dos fatores envolvidos na relagdo parasita-hospedeiro com a broca-

do-café, dentro de um contexto mais abrangente: o controle biolégico.
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ABSTRACT

Aims: A Brazilian isolate of Beauveria bassiana (CG425) that shows high virulence
against the coffee berry borer (CBB) was examined for the production of cuticle-
degrading proteases, subtilisin-like (Pr1) and trypsin-like (Pr2). Methods and
Results: Fungal growth was either in nitrate-medium or in CBB cuticle-containing
medium under both buffered and unbuffered conditions. In unbuffered medium
supplemented with cuticle, the pH of cultures dropped and Pr1 and Pr2 activities
were detected in high amounts only at a pH of 5.5 or higher. In buffered cultures, Pr1
and Pr2 activities were higher in medium supplemented with cuticle compared to
activities with nitrate-medium. The Pr1 and Pr2 activities detected were mostly in the
culture supernatant. Conclusions: Our data suggest that Pr1 and Pr2 proteases
produced by strain CG425 are induced by specific components of CBB cuticle, and
that the culture pH is a determinant in the expression of these proteases. Our data
also support the occurrence of an efficient mechanism of protein secretion in this
fungus. Significance and Impact of the Study: The results obtained in this study
extend our knowledge about protease production in B. bassiana CG425, opening
new avenues for studying the role of secreted proteases in virulence against the
coffee berry borer during the infection process.

Keywords: subtilisin-like protease, trypsin-like protease, Beauveria bassiana,
Hypothenemus hampei
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INTRODUCTION

The coffee berry borer (CBB) Hypothenemus hampei (Ferrari) is
considered the most important coffee pest throughout the world. It is present in most
coffee producing countries (Le Pelley 1968). CBB lives the greatest part of its life
cycle inside the coffee berry, which involves egg laying followed by the emergence of
adult females from the berry. The control of CBB still depends largely on the
application of synthetic insecticides with concomitant damage to the environment.
Due to its cryptic lifestyle, the use of biocontrol agents could be an effective
alternative to chemical control.

The entomopathogenic fungus Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin is the most prevalent fungus attacking CBB populations in African countries
where this insect originated, as well as in those countries where the borer has
spread, including Brazil (Villacorta 1984; Benassi 1995; Bustillo et al. 1998).
Currently, commercial products based on B. bassiana are available for CBB control
(Reithinger et al. 1997; Butt et al. 2001). Recently, it was shown that the Brazilian
strain CG425 of B. bassiana was the most virulent against the coffee berry borer
among 60 strains tested. Furthermore, this strain showed compatibility with chemical
insecticides used in the coffee crop, allowing the development of an integrated pest
management program strategy for the crop with reduction in the amount of
insecticides applied (Oliveira et al. 2003).

Entomopathogenic fungi exhibit many attributes that determine
virulence toward their hosts, including the production of derivatives enzymes. Fungal
proteases are believed to play an important role in cuticle penetration (St Leger

1995). The best-known determinant of fungal entomopathogenicity is based on
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subtilisin-like serine protease (designated Pr1) of Metarhizium anisopliae, where its
role in host invasion has been clearly demonstrated (St. Leger et al. 1988). This
enzyme is adapted to extensively degrade insect cuticular protein (St. Leger et al.
1987) and has been ultrastructurally located in the host cuticle during the early
stages of penetration (Goettel et al. 1989). A trypsin-like enzyme (Pr2) belonging to
the serine protease group also occurs during the early stages of cuticle colonisation
suggesting that it has some role in degrading extracellular proteins complementary to
that of Pr1 (St. Leger et al. 1996).

A Pr1 protease from B. bassiana also appears to be a virulence factor
given its ability to degrade insect cuticle (Bidochka and Khachatourians 1994) and
considering that a protease-defective mutant was found to have decreased virulence
against the migratory grasshopper Melanoplus sanguinipes (Bidochka and
Khachatourians 1990). Gupta et al. (1994) found that a high level of Pr1-like
proteases produced by B. bassiana appeared to be related to early onset of mortality
in the larvae of the wax moth (G. mellonella). According to these authors, trypsin-like
proteases did not show a discernible trend. Furthermore, the Pr1 gene from B.
bassiana which resembles the M. anisopliae Pr1 was cloned and sequenced (Joshi
et al. 1995), indicating that similar proteases may be widespread among
entomopathogenic fungi.

The synthesis of extracellular B. bassiana Pr1 is controlled by a
multiple regulatory circuit in which certain carbon sources together with a nitrogen
source repress its synthesis. Its is also controlled by the levels of N-acetyl-D-
glucosamine in the culture medium (Bidochka and Khachatourians 1988 a,b,
respectively). Gupta et al. (1992) showed that the production of Pr1 and Pr2

proteases is enhanced when B. bassiana is grown on insect cuticle.
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In this study, we examined for the first time the production of Pr1 and
Pr2 proteases by B. bassiana in the presence of H. hampei cuticle either in
unbuffered or in buffered cultures, extending our knowledge about protease

production by this fungus.

MATERIALS AND METHODS
Organism and culture conditions

Beauveria bassiana CG425 was obtained as a liquid nitrogen-stored
stock culture from the Cenargen/Embrapa-Brazil collection of entomopathogenic
fungi, Brasilia —DF.

Conidia were obtained by harvesting sporulated cultures grown on
agar plates composed of minimal medium (MM; Pontecorvo et al. 1953) containing

nitrate as nitrogen source. For enzyme production, conidia were added to 20 ml of

liquid MM and MM+cut at a concentration of 1 x 107 mI_1 and grown in submerged
culture (180 rpm) at 28°C for up to 168 h. These media were left unbuffered (initial
pH 6.8). The MM+cut medium corresponded to MM lacking nitrogen source amended
with 0.5% (w/v) insect cuticle prepared from adult Hypothenemus hampei using an
aqueous solution of 1 % (w/v) potassium tetraborate. The cuticle extract was added
to previously sterilised (121°C for 15 min) MM lacking nitrogen source and

autoclaved for 5 min at 115 °C.
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In another set of induction experiments, both MM and MM+cut were
-1 -1
buffered using a universal buffer (100 mmol | citric acid, 100 mmol | boric acid and
-1
100 mmol | KH2P04), pH 8.0.

All experiments were repeated three times, and the results represent

mean values = SD.

Preparation of enzyme fractions

Following growth, mycelium was harvested by centrifugation at 8000

-1
g for 15 min and washed in ice-cold 25 mmol | Tris-sodium phosphate buffer, pH

8.5. Weighed mycelium was ground to a fine powder in liquid nitrogen, resuspended
-1 -1
in lysis buffer (1g ml of 25 mmol | Tris-phosphate, pH 8.5, 10 % (v/v) glycerol and 1

-1

mmol | EDTA) and centrifuged at 12000 g for 15 min. The supernatant recovered
represented the cell bound soluble fraction. Culture filtrates were stored at -20 °C
and used as the extracellular secreted fraction. Both fractions were assayed for

protease activity.

Enzyme assays

In this paper, subtilisin-like activity and trypsin-like activity of B.
bassiana are referred to as Pr1 and Pr2, respectively. Pr1 and Pr2 activities were

assayed using succinyl- (aIanine)Z-proIine-phenylalanine-p-nitroanilide and benzoyl-

phenylalanine-valine-arginine-p-nitroanilide as substrates, respectively. Each assay
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consisted of 0.05 ml substrate (1 mmol I_1), 0.85 ml 15 mmol I_1 Tris-HCI buffer (pH
8.5) and 0.1 ml crude enzyme. The mixture was incubated for 1 h at 28°C and the
reaction was terminated by adding 0.25 ml of 30% acetic acid and left to stand for 15
min in ice, after which samples were centrifuged at 1250 g for 5 min at 4°C. The

supernatants were read at 410 nm. Activities were expressed as nmol p-nitroanilide

11
ml h . Assays were performed in duplicate for each sample.

RESULTS

In this study, we determined the production of Pr1 and Pr2 proteases
by B. bassiana CG425 in liquid culture, either in the presence or absence of coffee
berry borer (H. hampei). In unbuffered medium containing nitrate as sole nitrogen
source, the culture pH values ranged from 5.9 to 7.9 at different incubation times and
the levels of Pr1 and Pr2 proteases were high at all incubation periods analysed
(Tables 1 and 2). The pH of cultures dropped below 5.0 in unbuffered medium
supplemented with cuticle, and Pr1 and Pr2 activities were detected in highest
amounts in the late stage of growth when the culture pH reached 5.5 (Tables 1 and
2).

In buffered cultures (pH 7.5 in culture supernatants), Pr1-like
proteases were also detected in the absence of H. hampei cuticle. However, in
contrast to that observed in unbuffered cultures at its highest level, Pr1 activity was
approximately 3-fold higher in mineral medium containing ground cuticle than in
mineral medium containing nitrate as sole nitrogen source (Table1). In the former,

protease production was high at 72 h and remained constant up to 168 h. Increased
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protease production was observed in nitrate-medium starting at 120 h. Similarly, Pr2-
like activity was higher in medium supplemented with cuticle at all incubation times
compared to activities on non-cuticular substrate (Table 2).

These data suggest that Pr1 and Pr2 proteases produced by strain
CG425 are induced by protein components of coffee berry borer cuticle, and that the
culture pH is a determinant in the expression of these protease types.

We also analysed protease activity on agar plates containing mineral
medium lacking nitrogen source amended with either gelatin or casein at 0.2% (w/v)
at pH 6.8 and 8.5. Protease activity was determined by the ability to produce clear
zones around the colony due to the hydrolysis of the substrate. Activities were
measured as the ratio of diameter of the clear zone plus colony to that of the colony.
Protease activity in gelatin-containing medium was 3.56+£0.22 and 3.25+1.08 in
cultures at pH 6.8 and 8.5, respectively. In casein-containing medium, protease
activity was 1.87+0.31 and 2.2+0.08 in cultures at 6.8 and 8.5, respectively. Unlike in
liquid cultures, the plate clearing assay for protease determination did not reveal the
effect of culture pH on protease activity.

As shown in Fig. 1 and 2, Pr1 activities were higher than Pr2 activities
in buffered media containing cuticle, although both types of proteases were detected
after 48 h of growth, suggesting that these types of proteases are not coordinately
expressed in this fungal strain.

We also analysed the distribution of Pr1 and Pr2 in both secreted and
cell bound fractions after growth in unbuffered media, to increase our knowledge
about protease secretion by this fungus. The Pr1 activities detected were mostly in
the culture supernatant in either mineral medium or cuticle-containing medium. The

percentage of Pr1 protease in the supernatant was 98-100% in mineral medium and
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70 - 82% in cuticle-containing medium. The predominance of secreted Pr2 was also
observed, even in nitrate-containing medium (up to 99%), suggesting the occurrence

of an efficient mechanism of protein secretion by this fungus.

DISCUSSION

Fungal pathogenesis is a complex and multi-factorial phenomenon,
with particular virulence factors coming into play at various stages of infection and
death. The extracellular protease of B. bassiana has been implicated as a
component of the insect infection process (Bidochka and Khachatourians 1990), and
in this study we report on the regulation of Pr1 and Pr2 protease production by the
isolate CG425 in liquid culture, as a function of nitrogen source and pH.

The detection of high levels of Pr1 and Pr2 proteases only in the late
stages of growth in unbuffered medium containing H. hampei suggests that low
culture pH had an effect on protease levels. In an earlier study, Bidochka and
Khachatourians (1988a) described that an extracellular protease produced by B.
bassiana in gelatin-containing medium was unstable at pH levels below 5. The
decrease in pH in B. bassiana culture supernatants may have been due to the
accumulation of metabolic acids such as oxalic acid in the medium as reported by
Cordon and Schwartz (1962). Our finding of a drop in pH only in medium
supplemented with coffee berry borer cuticle needs further investigation, particularly
as it relates to fungal utilisation of this substrate and to the process of insect infection.

In experiments where the pH of the culture supernatant was kept at

7.5, the addition of H. hampei cuticle to the medium had a positive effect on both
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types of protease (Pr1 and Pr2) activity. In the presence of cuticle, the production of
these proteases seemed to be derepressed when the external pH is alkaline (Tables
1 and 2). These data suggest that both proteases are induced by specific
components of the cuticle, and that their detection occurs at pH levels close to its pH
optimum. B. bassiana Pr1 protease activity is maximum at pH 8.5 (Bidochka and
Khachatourians 1987). St. Leger et al. (1998) described that M. anisopliae produces
extracellular proteases only at the pH at which they are active. According to these
authors, there is evidence for a concerted action of pH and presence of cuticle on
enzyme induction in M. anisopliae. In contrast, a subtilisin-type serine protease
produced by Aspergillus niger is expressed at equally high levels at pH 3 and 8 (Jarai
and Buxton 1994).

Furthermore, the production of Pr1 and Pr2 by strain CG425 in
cuticle-containing medium does not seem to be coordinately expressed, since both
were detected after 48 h of growth, similar to that observed for Metarhizium
anisopliae var. acridum (Tiago et al. 2002).

In this study, both protease types were detected in medium lacking a
protein source (mineral medium) in both unbuffered and buffered cultures. Similar
results were obtained by Gupta et al. (1992). In contrast, Bidochka and
Khachatourians (1988a) reported that B. bassiana strain GK2016 did not produce
protease in the absence of exogenous protein.

The main focus of most studies on cuticle-degrading enzymes
produced by entomopathogenic fungi has been on extracellular activities. In this
study, we analysed the protease activities in secreted and cell bound fractions. The
high percentage of secreted proteases observed for both protease types (Pr1 and

Pr2) suggests the occurrence of an efficient mechanism of protein secretion in this
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fungus. Tiago et al. (2002) also described a high percentage of secreted proteases
from M. anisopliae var. acridum in cuticle-containing medium. Enzyme secretion by
entomopathogenic fungi may be involved in the degradation of cuticular polymers
during pathogenesis, assisting in the penetration of the insect exoskeleton and
providing nutrients for fungal growth (Goettel et al. 1989). However, there is evidence
suggesting that certain M. anisopliae extracellular enzymes remain, in part,
associated with the cell surface, which could be of benefit to the fungus as products
of the enzyme action would be more readily absorbed (St Leger et al. 1991).

The study of the regulation of virulence factors in entomopathogenic
fungus is of particular importance because pathogenic specialisation may operate by
way of regulatory controls that allow their expression. Furthermore, studies of the
timing of the production of proteases and other factors in the presence of cuticular
substrates could provide information about the role of the accumulated hydrolytic
enzymes during pathogenesis. The results presented in this study increase our
knowledge about protease production in B. bassiana CG425, opening new avenues
for the study of the role of secreted proteases in virulence against the coffee berry

borer during the infection process.
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Table 1. Subtilisin-like (Prl) activity in culnure supernatants from Beauveria bassiana CG425

grown on unbuffered and buffered medinm containing either mitrate or insect cuticle (0.3%) as

Il.ltl.'DgE'ﬂ SOUTCE.

Unbuffered mednun Buffered medmm®

MM MM-+cut MM MM+cut

Incubation (h) pH"  Activity® pH"  Activity” Activity” Activity”
48 39 0511001 49 0 0 0.04+0.03
12 10 0.6610.14 49 0 0 0904013
96 19 0.8840.17 49 0 0 05+0.03
120 19 0824013 33 0.40+0.23 0.3240.16 01006
144 13 0.7940.03 60 0.5810.03 0.3840.13 1.17+0.04
168 13 0.80+0.04 62 0.6510.09 0.7140.01 1144012

* pH 7.3 for culture supematant, ® pH of the culmre supematant; © Prl activity expressed in nmeol

p-nitroanilide b mI™. Each result is the mean of three sxperiments + standard srror of the mean.
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Table 2. Trypsin-like (Pr2) activity m culture supematants from Beauveria bassiana CG423
grown on nbuffered and buffered mednmm containing either mitrate or msect cuticle (0.5%) as

NITogen Source.

Unbuffered mednum Buffered medmm®

MM MM-+cut MM MM+cut

Incubanion (h) pH" Activity® pH®  Activiy® Activity” Actay®
48 39 0.6440.05 49 0.01t0 0 0.08+0.06
T2 0 070004 49 0.0410.03 0 0234022
06 19 0691002 49 0.0110 0.06x0.03 0.71£0.05
120 19 0701001 3.3 0304028 0224012 0.6410.04
44 1.3 0.6840.10 6.0 044100 0.33+0.16 0.7740.02
168 1.5 0.7010.03 6.2 0.51+0.02 0424013 0.81+£0.03

pH 7.5 for enlture supematant, ® pH of culture supematant; © Pr2 activity expressed m nmol p

nitroanilide b mi™. Each result is the mean of three experiments = standard emror of the mean.
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3 CONCLUSOES

1. A produgao de proteases tipo-subtilisina (Pr1) e tipo-tripsina (Pr2) produzidas pelo
isolado CG425 de B. bassiana parece ser induzida por componentes cuticulares de

H. hampei.

2. O valor de pH do sobrenadante de cultivo parece ter um papel determinante na
expressao de proteases tipo-subtilisina e tipo-tripsina pelo isolado CG425 de B.

bassiana.

3. A expressao de proteases tipo-Pr1 e tipo-Pr2 foi detectada a partir de 48h de
cultivo, o que sugere a ocorréncia de expressdao nao coordenada entre essas

proteases.

4. Ambas as proteases foram eficientemente secretadas pelo isolado CG425 de B.

bassiana, tanto na presenga quanto na auséncia de substrato cuticular.
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ANEXO 1

1 MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES

1.1 Meio Minimo - MM (PONTECORVO et al., 1953)

NaNO3 ............................................................................................................ 69
KH PO4 ............................................................................................................ 1,59
MgSO4x7H20 ................................................................................................... 0,5¢g
O OSSPSR 0,59
S O e 0,001g
GliCOSE e 10g
Agua destilada .............ovovouieeiee e 1000mL
e = | SRR PPPPPPPPPPP 159

O pH deste meio foi ajustado para 6,8 com NaOH 4% e em seguida autoclavado a
121°C por 20 minutos.
Para obtencdo de MM solidificado foram adicionadas 15g de agar por litro de meio.

1.2 Meio Minimo de inducéo - MMI

O meio MMI compreende o MM sem NaNO3
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1.3 Solucéo de cuticula (p/v)

Foram utilizados insetos adultos da espécie Hypothenemus hampei
cedidos pelo laboratério de controle biolégico do Instituto Agronémico do Parana
(IAPAR) de Londrina, PR. Os insetos foram secos em estufa a 80°C e macerados
em cadinho. O po resultante foi armazenado a -20°C. A cuticula foi ressuspendida
em solucao de tetraborato de sddio 1% e submetida a vapor fluente por 15 minutos.

Posteriormente, foi adicionada ao MMI em uma concentracéo final de 0,5% (p/v).

1.4 Tampao Tris-HCIl 15mM (pH 8,5)

TrSMA-DASE ... 0,363g

AQUA AESHIATA ... 100mL

O pH foi corrigido para 8,5 com HCI concentrado. O volume final da

solugéo foi completado para 200mL com agua destilada e autoclavado a 121°C por

20 min.

1.5 Tampao de lise

TrSMA-DASE....coeee 1,81g

(€] [o7=Y (o) FET TR 20 mL
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HZO [0 TR o J TP 200 mL

O pH foi ajustado para 8,5 com HCI concentrado antes da adigédo de

EDTA e de Glicerol.

1.6 Solucéao de p-nitroanilina (concentracdo de 250ug/mL)

P-NITrOANITING. ... 5mg

Agua destilada @SNl ..............cooviveeeeeeeeeeeeeeee e, 20mL

1.7 Substrato de Proteases Tipo-Subtilisina (Prl) 1ImM

Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilina..................coooiiiiiiiie e, 0,0125¢g

Agua destilada STEMIl (GeS.P. ). weeeeeeeeeeeeeeee e, 20mL

O substrato foi dissolvido com DMSO (o suficiente para dissolver),

em seguida o volume completado para 20mL com agua destilada estéril.

1.8 Substrato de Proteases Tipo-Tripsina (Pr2) 1mM

N-Benzoyl-Phe-Val-Arg-p-nitroanilina...............ccccoooiiiiiiiiis 0,01369g
Agua destilada eStEril (G.S..) .. veeevereeeeeeeeeeeeeeeee e, 20mL

O substrato foi dissolvido com DMSO (o suficiente para dissolver),

em seguida o volume completado para 20mL com agua destilada estéril.
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ANEXO 2

2 CURVA PADRAO PARA DOSAGEM DE P-NITROANILINA

A curva padréo para determinagéo das atividades enzimaticas (Pr1 e
Pr2) foi realizada utilizando diferentes concentragdes de p-nitroanilina como descrito
na Tabela 3. Apdés homogeneizagéo, a leitura espectrofotométrica foi realizada a
410nm, sendo os resultados utilizados para a construgdo da curva padréo de p-

nitroanilina (Figura 2).

Tabela 3. Curva padr3o de p-nitroanilina

Tubos  p-nitroanilina*(ul) Agua destilada (uL) Cc:ncentralgﬁa de p-nitroanilina
(ng/mL)

1 0 1000 0

2 20 80 0,2
3 50 950 0,5
4 100 00 1,0
5 200 a00 2,0
& 300 700 3,0
7 400 500 4.0
8 500 500 5,0
g 600 400 6,0
10 800 200 8,0
11 1000 0 10,0

*Solugdo de p-nitroanilina 10pg/mL



0.3 5

0,25 1

0.2

0,15

0.1 4

Absorbancia (410 nm)

0.05 1

y = 0,0485¢ + 0,0021
R* = 0,9908

Concentracio {ug/mil)

Figura 2. Curva padrio de p-nitroanilina.
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ANEXO 3

3 PREPARACAO DA FRAGAO INTRACELULAR/LIGADA A CELULA

Apods o crescimento fungico em cultivo liquido, o micélio foi separado
do sobrenadante por centrifugagdo a 8000 xg. Na presencga de nitrogénio liquido, 1 g
de micélio foi macerado até formar um p6 bem fino. Em seguida foi adicionado 1 mL
de tampéo de lise (Item 1.5). Apés homogeneizagdo, a mistura foi centrifugada a
12.000 xg por 15 minutos e o sobrenadante mantido a -20°C. Este sobrenadante foi
utilizado como fragdo enzimatica intracelular/ligada a célula nos ensaios de atividade

proteolitica (proteases tipo-Pr1 e tipo-Pr2).
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ANEXO 4

4 ATIVIDADE ENZIMATICA SOBRE SUBSTRATOS SINTETICOS

Atividades tipo-subtilisina (Pr1) e tipo-tripsina (Pr2) foram
determinadas utilizando substratos sintéticos especificos: Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-p-
nitroanilina e N-Benzoyl-Phe-Val-Arg-p-nitroanilina. As reagdes enzimaticas foram
realizadas por uma modificagdo do método de St. Leger et al. (1987).

O método utilizado para a determinagdo enzimatica baseia-se na
hidrolise destes substratos com a liberagcdo de p-nitroanilina, que absorve no
comprimento de onda de 410 nm.

A determinacgao da atividade enzimatica dos sobrenadantes de cultivo
(fracado secretada) e fracao intracelular/ligada a célula foi realizada utilisando tubos

em duplicata (Tabela 4) .

Tabela 4. Determinacao da atividade enzimatica

Tubos  Tris-HCI15mM pH 85 H:O  Substrato 1mM  Sobrenadante

- 0,85mL ad 0,05mL 0, 1mL*
Branco 0,85mL 0,1mL 0,05mL d
Teste 0,85mL d 0,05mL 0,1mL

*Sobrenadante agquecido a 98°C por 5 minutos
C- Controle negativo

Apds a incubagdo em banho-maria a 28°C por 30 minutos, a reagao
foi interrompida adicionando-se 0,25mL de acido acético 30% e os tubos foram
mantidos em banho de gelo por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram
transferidas para tubos de microcentrifuga e centrifugadas por 5 minutos a 1250xg.
Os sobrenadantes foram transferidos para outros tubos e apds 10 minutos de

repouso foi realizada a leitura espectrofotométrica a 410 nm.
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